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T o d a t e
,
f e w r e s e a r c h e r s h a v e a s s e s s e d t h e t o x i c i t i e s o f Po l y c y c l i c A r o m a t ic
H y d r o c a r b o n s (P A H
'
s ) a s m i x t u r e s , a l t h o u g h t h a t i s h o w t he y c o m m o n l y o c c u r
i n t h e e n v i r o n m e n t . T h e t o x i c i t i e s o f 2 , 3 , a n d 4 r i n g P A H
'
s w e r e d e t e r m i n e d f o r
i n d i v id u a l c o m p o u n d s . Sy n e r g i s t ic a n t a g o n i s t s o r a d d i t i v e e f f e c t s o f m i x t u r e s o f
t w o , t h r e e , a n d fo u r P A H c o m p o u n d s w e r e a s s e s s e d b y c o m p a r i n g t h e t o x i c i t i e s
o f t h o s e m i x t u r e s t o t h a t o f i n d i v i d u a l c o m p o u n d s . M i c r o t o x m ix t u r e r e s u l t s w e r e
a l s o c o m p a r e d t o t h o s e p r e d i c t e d b y th e I PA H m o d e l . T he t o x ic i t i e s o f c h r y s e n e ,
p y r e n e , p h e n a n t h r e n e , f l u o r e n e , f l u o r a n t h r e n e , a c e n a p h t h a l e n e , p he n a n t h r e n e , a n d
n a p h t ha l e n e w e r e e v a l u a t e d u s i n g t h e M ic r o t o x
®
a c u t e a n d c h r o n i c t o x i c i t y a s s a y w h i c h
u s e s a b i o l u m i n e s c e n t b a c t e r i a . V i b ri o f i sh e r i , t o m e a s u r e t o x ic i t y . R e s u l t s i n d ic a t e
t h a t
,
a s i n d i v i d u a l c o mp o u n d s , t h e a c u t e t o x i c i t ie s o f P A H s a r e i n v e r s e l y r e l a t e d t o
w a t e r s o l u b i l i t y . T h e r e s e a r c h a l s o s h o w e d t ha t m i x t u r e s c a n b e s y n e r g i s t i c ,
a n t a g o n is t i c , o r a d d i t i v e . C h r o n i c t e s t s sh o w e d t h a t P A H s w i t h l o w e r w a t e r s o l u b i l i t y
r e qu i r e g r e a t e r c o n c e n t r a t i o n s t h a n o t h e r P A H s t o sh o w a t o x i c r e s p o n s e . L a s t l y , f r o m
t h e r e s e a r c h , o n e c a n s e e t h a t t h e a d d i t i v e c o n c e p t f o r P A H m i x t u r e s i s g e n e r a l l y
u p h e l d .
I l l
A CK N OWL ED G M E N T S
I w o u l d f ir s t l i k e t o t h a n k G o d f o r g i v i n g m e t h e c o u r a g e a n d
d e t e r m i n a t i o n t o a c c o mp l is h m y g o a l s . I h a v e t o t h a n k m y f a m i l y a n d f r ie n d s f o r t h e i r
s u p p o r t a n d e n c o u r a g e m e n t a s w e l l . E l i z a b e t h G u t he r i e a n d C h a d R o p e r h e l p e d m e s o
m u c h d u r i n g t h e l a s t tw o y e a r s . T h a n k y o u s o m u c h f o r e v e r y t h i n g . I w o u l d a l s o l i k e
t o t h a n k D r . P f a e n d e r
,
w h o b e l i e v e d i n m e a n d a l l o w e d m e t o w o r k w i t h h im .
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V I
A s s e s sm e n t o f C h r o n i c a n d A c u t e T o x i c i t y o f P o l y c y c l i c A r o m a t i c H y d r o c a r b o n s
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I N T R O D U C T I O N A N D O B J E C T I V E S
I n t r o d u c t i o n : L i t e r a t u r e r e v i e w a n d b a c k g r o u n d
PA H s
P A H s a r e m u l t i - r i n g s t r u c t u r e s h e l d t o g e t h e r b y s t a b l e c a r bo n
- c a r bo n b o n d s
t h a t c a n b e s u b s t i t u t e d w i t h e i t h e r n i t r o g e n , s u l f u r , o r o x y g e n (F i g u r e 1) (B l u m e r ,
19 7 6) . T h e y o c c u r i n t he e n v i r o n m e n t w h e n c o m p l e x o r g a n i c s u b s t a n c e s a r e e x p o s e d
t o h i g h t e m p e r a t u r e s o r p r e s s u r e (A g e n c y f o r T o x i c S u b s t a n c e s a n d D i s e a s e R e g i s t r y ,
19 9 3 ) . PA H s a r e c o m m o n c o n t a m i n a n t s o f h a z a r d o u s w a s t e s it e s a n d a r e p r e s e n t i n
a e r i a l f a l l o u t o f c o m b u s t i o n p r o d u c t s , i n d u s t r ia l a n d s e w a ge l e a k a g e , a n d t h e a c c id e n t a l
d is p o s a l o f p e t r o l e u m p r o d u c t s (C e r n ig l i a , 19 92 ) . P A H s o c c u r n a t u r a l l y i n t he
e n v i r o n m e n t d u e t o o i l s e e p s , s u r f a c e r u n
- o f f
,
a n d f o r e s t a n d p r a i r ie f i r e s , b u t t h e i r
c o n c e n t r a t i o n s c a n b e e le v a t e d d u e t o h u m a n a c t i v i t ie s (C h a u n d r y , 199 5 ) .
P hy s io c h e m i c a l c h a r a c t e r i s t i c s , s u c h a s l o w w a t e r s o l u b i l i t y a n d h ig h o c t a n o l -
w a te r c o e f f ic i e n t s
,
a f f e c t t h e p e r s i s t e n c e o f t h e s e c o m p o u n d s i n t h e e n v ir o n m e n t .
P A H s a r e n o t v e r y s o l u b l e , a n d t h e i r w a t e r s o l u b i l i t y d e c r e a s e s w i t h i n c r e a s i n g
m o l e c u l a r w e ig h t . P A H s h a v e a h ig h a f f i n i t y f o r o r g a n ic m a t t e r a n d o r g a n i c c o n t a i n i n g
p a r t i c l e s (M a c G i l l iv e r y a n d S h i a r i s , 19 9 5 ) . P A H s t h e r e f o r e t e n d t o a s s o c i a t e w it h
s e d im e n t , w h e r e t h e y p a r t i t io n t o t he o r g a n i c f r a c t i o n w h i c h c a n r e d u c e t h e i r
b io a v a i l a b i l i t y . T h e y a r e b u r ie d a n d p e r s i s t u n t i l d e gr a d e d , b i o a c c u m u l a t e d , o r
r e m o v e d b y d r e d g i n g (C e r n i g l ia , 19 9 2 ) . T h e r e i s t h e r e f o r e a d i r e c t r e l a t i o n s h i p
b e t w e e n P A H t o x ic i t y a n d b i o a v a i l a b i l i t y . P A H d e g r a d a t io n i s a l s o i n f l u e n c e d b y s u c h
t h i n g s a s t e m p e r a t u r e , p H , n u t r ie n t s , o x y g e n , a n d s o i l t y p e .
PA H s c o n s i s t o f 2 - 7 b e n z e n e r i n g s ; PA H s w i t h l e s s t h a n f o u r b e n z e n e r i n g s m a y
b e v o l a t i l i l i z e d , p h o t o o x i d i z e d , o x i d i z e d , b i o a c c u m u l a t e d , a b s o r b e d i n t h e s o i l , l e a c h e d
o r b io d e g r a d e d b y m i c r o o r g a n i s m s ( C e r n i g l i a , 19 9 2 ; P a r k , e t a l , 19 9 0 ; B o s s e r t a n d
B a r t h a , 1 9 8 6 ) . P A H s w i t h f o u r o r m o r e b e n z e n e r in g s a r e l e s s b i o d e g r a d a b l e , l e s s
m o b i l e , a n d p e r s i s t l o n ge r i n e n v i r o n m e n t a l m a t r i c e s . H i g h m o l e c u l a r w e i g h t P A H s
a r e d e s o r b e d s l o w l y a n d t h e r e f o r e a r e l e s s a v a i l a b l e f o r b io l o g i c a l u p t a k e . T h e h a l f -
l i v e s o f h i g h m o l e c u l a r w e i g h t P A H s l i k e b e n z o [ a ] p y r e n e a r e a l s o l o n g e r t h a n l o w
m o l e c u l a r w e i g h t PA H s l i k e n a p h t h a l e n e . T h e s e P A H s a r e r e c a l c i t r a n t a n d c a n p e r s i s t
i n t h e e n v i r o n m e n t f o r l o n g p e r i o d s o f t im e (C e r n i g l i a , 19 9 2 ) .
R e c e n t l y , r e s e a r c h h a s b e e n c o n d u c t e d t o t e s t t h e d e g r a d a b i l i t y o f h i g h e r
m o l e c u l a r w e i g h t P A H s . A s t u d y b y M a c G i l l iv r y a n d Sh ia r i s i n 19 9 3 f o u n d y e a s t t o
h a v e t h e a b i l i t y t o d e g r a d e p h e n a n t h r e n e a n d b e n z o {a } a n t h r a c e n e (M a c G i l l i v e r y a n d
Sh i a r i s
,
19 9 3 ) . I t ha s a l s o b e e n fo u n d t h a t M y c o b a c t i u m sp . PY R - 1 h a s t h e a b i l it y t o
m i n e r a l i z e f lu o r a n t h e n e , n a p h t h a l e n e , a n d p y r e n e i n p u r e c u l t u r e a n d a l s o e n h a n c e
m i n e r a l i z a t i o n o f f l u o r a n t he n e a n d p y r e n e i n s e d im e n t s c o n t a i n i n g n a t i v e
m i c r o o r g a n i sm s (C e r n i g l i a a n d K e l l y , 19 9 5 )
T h e t o x ic , m u t a g e n i c , a n d c c i r c i n o g e n ic n a t u r e o f P A H s i s a c o n c e r n t o b o t h
h u m a n a n d e n v i r o n m e n t a l he a l t h (A ge n c y f o r T o x ic S u b s t a n c e a n d D i s e a s e R e g i s t r y ,
19 9 3 ) . E x p o s u r e t o PA H s p r o v e s t o b e a s i g n i f i c a n t h e a l t h r i s k t o p e o p l e l i v i n g i n t h e
i n d u s t r ia l i z e d a r e a s o f t he w o r l d . F o r e x a m p le , P A H c o n t a m i n a t i o n r a n g e s f r o m 5 n g / g
o f s o i l i n u n d e v e l o p e d a r e a s a n d 1 . 7 9 x 10 n g / g a t a n o i l r e f i n e r y (C e r n i g l i a , 19 9 2 ) .
T h e 17 7 5 s t u dy b y Po t t fo u n d c h im n e y sw e e p s t o h a v e a h ig h i n c i d e n c e o f c a n c e r ,
p r e s u m a b l y d u e t o t h e i r e x p o s u r e t o P A H s (A g e n c y f o r T o x i c Su b s t a n c e a n d D i s e a s e
R e g i s t r y , 19 9 3) . I n t h e 19 3 0
'
s B e n z o { a } p y r e n e w a s is o l a t e d f r o m c o a l t a r , a
c o n s t i t u e n t f o u n d i n s o o t , a n d f o u n d t o b e c a r c i n o g e n ic . C o n c e n t r a t i o n s o f P A H s i n
c o a l t a r c a n b e o r d e r s o f m a g n i t u d e g r e a t e r t h a n t ho s e fo u n d i n p e t r o l e u m d e r iv e d
m a t e r i a l s (M a c h a d o e t a l , 19 9 3 ) .
P A H e x p o s u r e h a s n o t o n l y b e e n l i n k e d t o s e v e r a l t y p e s o f c a n c e r b u t i t i s a l s o
i n v o l v e d i n a f fe c t i n g t h e h e m a t o p o e t i c a n d t h e im m u n e sy s t e m . P A H s m a y a f f e c t t h e
h u m a n f e t u s a s w e l l (A g e n c y f o r T o x ic Su b s ta n c e a n d D i s e a s e R e g i s t r y , 19 9 3 ) I n
19 9 3 , A s p o s t o l i e t a l . s t u d ie d th e e f f e c t s o n w o r k e r s o f p r o l o n g e d e x p o s u r e t o c u t t i n g
f l u id s ; c u t t i n g f l u i d s a r e m i x t u r e s c o n t a i n i n g v a r io u s p e r c e n t a g e s o f m i n e r a l o i l s a n d / o r ,
m o r e r a r e l y , s y n t h e t ic o i l s . T h e s e f l u id s a r e u s e d m a i n l y i n m e c h a n i c a l e n g i n e e r i n g
a n d t h e m e t a l f a b r i c a t io n i n d u s t r y . I t w a s c o n c l u d e d f r o m t h i s r e s e a r c h t h a t P A H s
w e r e m a i n l y r e sp o n s i b l e f o r c a r c i n o g e n i c a c t iv i t y (s k i n a n d r e sp i r a t o r y t u m o r s )
a s s o c ia t e d w i t h t h e u s e o f c u t t i n g fl u id o v e r t im e . P A H s , m o r e o v e r , a r e l i s t e d o n t h e
E P A N a t i o n a l P o l l u t a n t P r i o r i t y L i s t (A g e n c y f o r T o x ic Su b s t a n c e s A n d D i s e a s e
II P
Re g i s t r y , 19 9 3 ) . A p p r o p r i a t e e v a l u a t i o n o f p o t e n t i a l a d v e r s e r is k f r o m P A H e x p o s u r e
i s d e p e n d e n t o n t h e a p p r o p r i a t e t o x i c o l o g i c a l a s s e s s m e n t o f PA H s .
T o x i c i t y a s s e s s m e n ts u s i n g e x p e r i m e n t a l a n im a l s h a v e b e e n p e r f o r m e d f o r
i n d i v i d u a l P A H s (K w a n , D u t k a , a n d L i u , 19 9 0 ) . I n t h e e n v i r o n m e n t , h o w e v e r , PA H s
a r e a l m o s t a l w a y s f o u n d a s c o m p o u n d m i x t u r e s . M ix t u r e s e x i s t i n t h e s e d im e n t b e c a u s e
s e d im e n t c o n t a m i n a t i o n u s u a l l y i n v o l v e s t h e s e t t l i n g o f m a n y c h e m i c a l s (S w a r t z e t a l ,
19 95 ) . I t h a s b e e n f o u n d t ha t PA H m i x t u r e s a r e s o m e t im e s m o r e to x i c t h a n i n d i v idu a l
P A H t o x i c i t y . T h e c o mb i n ed s t r e s s e s o f m u l t i p l e c o n t a m i n a n t s , o r i n th i s c a s e PA H s , m a y
c a u s e e n v ir o n m e n t a l e f f e c ts t h a t w o u l d n o t b e e x p e c t e d w h e n PA H s a r e t e s t e d i n d iv id u a l l y .
P A H m i x t u r e s a r e m o r e r e s is ta n t t o d e g r a d a t i o n a n d e x h ib i t a n t a g o n i s t i c , s y n e r g i s t ic , o r
a dd it i v e c h a r a c t e r i s t ic s (Ch a u dr y , 199 5 ; K e l l e y a n d C e r n i g l i a , 199 5 ) .
M ix t u r e s t h a t e x h ib it a n t a g o n i s t ic c ha r a c t e r i s t ic s a r e t h o s e t ha t sh o w a l e s s t o x i c
r e sp o n s e t ha n th e s u m o f t h e i n d iv i d u a l c o m po u n d s t e s t e d . Sy n e r g i s t i c r e s po n s e s w i l l o c c u r
w h e n t h e m ix t u r e t o x ic i ty i s g r e a t e r t h a n t h a t o f t he i n d iv id u a l c o m po u n d s t e s t e d . A dd i t i v e
t o x ic i t y r e spo n s e s a r e t h o se t h a t ha v e m i x t u r e t o x i c it y e q u a l t o th e s u m o f t he in d i v i d u a l
c o m p o u n d t o x ic i t y . A 1990 s t u d y w i t h b e n z o (a )p y r e n e (B A P ) s h o w e d t h a t sy n e r g i s t ic
t o x ic i t y r e s p o n s e s o c c u r r e d w h e n B A P w a s t e s t e d i n a b i n a r y m ix t u r e o f p o l y c h l o r i n a t e d
a r o m a t i c h y dr o c a r bo n s ( D u t k a a n d K w a n , 19 82 a n d D o n n e l l y a t a l , 199 0 ) ,
X PAH M o d e l
T h e S PA H M o de l w a s d e v e l o p e d i n 19 95 by D r . R o b e r t Sw a r t z t o e s t im a t e t h e
t o x i c i t y o f P A H
- c o n t a m in a t e d s e d im e n t s a n d r e l a t e m ix t u r e r e s p o n s e s t o in d i v i du a l
c o m po u n d d a t a . B e f o r e t h i s , c o n ta m in a t e d P A H s i te s w e r e e v a l u a t e d ba s e d o n i n d i v id u a l
P A H t o x i c i t y . T he S P A H m o d e l a s s u m e s t h a t f i e l d c o l l e c t e d m i x t u r e s e x e r t a t o x ic s t r e s s
t h a t is d u e t o t h e a d d i t iv e t o x ic i t y o f t h e i n d iv id u a l c o m po u n d s p r e s e n t . I t is t h e r e f o r e
p o s s i b l e t o p r e d i c t P A H t o x i c i t y b y c a l c u l a t i n g t h e t o x ic u n it s o f t h e i n d iv i d u a l c o m p o u n d s ,
i n t h i s c a se , u s in g a m p h ip o d da ta .
T o x ic u n i t s ( T U ) w e r e c a l c u l a t e d b e c a u s e t h e y c a n b e de r i v ed f r o m a l l t yp e s o f
t o x i c i t y m e a s u r e m e n t s a n d c o r r e c t e d f o r t h e s o l u b i l i t ie s o f t h e c o mp o u n d . T he T U is ba s e d
o n t h e s o l u b i l i t y l im it s o f t h e P A H s in t h e a d d i t iv i t y m o d e l . I t c a n b e d e fi n e d a s t he u n i t
e q u a l t o t he c o n c e n t r a t i o n o f a c he m i c a l t ha t k il l s 5 0 %o f te s t sp e c im e n s i n a t o x ic i t y t e s t
(Sp r o u g e , 19 70 ) . T U w e r e c a l c u l a t e d b y m u l t ip l y in g t he P A H w a te r s o l u b i l i t y b y t h e L C 5 0
o f t h e PA H f o r e a c h i n d i v id u a l c o m p o u n d . T o d a t e , 13 PA H s h a v e b e e n t e s t e d w i t h
p r o m i s i n g r e s u l t s . T he t o ta l n u mb e r o f t o x i c u n it s o f t h e PA H s (I T U ) w a s c a lc u l a t e d ,
a s s u m i n g a d d i t i v i t y , b y a d d i n g t h e i n d i v i d u a l T U s o f e a c h c o mp o u n d (Sw a r t z e t a l , 19 95 ) .
T h e I P A H m o d e l w a s v e r i f i e d b y c o m p a r i n g m o r ta l i t y p r e d i c t ed b y t h e m o d e l
w i t h th e m o r t a l it y o b se r v ed i n s e d im e n t t o x i c i t y te s t s i n fi e ld - c o l l e c t e d s a mp l e s . I t w a s
f o u n d t h a t t h e m o d e l a c c u r a te l y p r ed i c t e d th e t o x i c i t y o f PA H - c o n ta m i n a te d se d im e n t s w h e n
P A H s w e r e t h e p r i n c i p a l c o n t a m i n a n t . H o w e v e r , w h e n a PA H w a s n o t t h e p r i n c i p al
c o n t a m i n a n t , s ig n i fi c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e p r e d ic it e d a n d t he o bs e r v e d t o x ic i t y w e r e
o b s e r v e d (S w a r t z e t a l , 19 95 ) .
T h e r e i s a n 86 . 6 % c o r r e sp o n d e n c e a n d n o s i g n if i c a n t d if f e r e n c e b e t w e e n p r e d i c t e d
t o x i c it y f r o m t h e m o d e l a n d a c t u a l o b s e r v e d t o x ic i t y a t P A H c o n t a m i n a te d s it e s w he r e
PA H s a r e t h e d o m i n a n t c o n t a m in a n t . T h is m o d e l a l s o c o r r e sp o n d s w e l l w i t h s ev e r a l
M^
s e d im e n t q u a l i t y g u i d e l i n e s s u c h a s : E P A Se d im e n t Q u a l i t y C r i t e r ia ( EP A A SQC ) fo r t h e
p r o t e c t i o n o f b e n t h i c o r g a n is m s . A pp a r e n t E f f e c t T h r e sh o l d ( A E T ) , St a t e o f W a s h i n g t o n
C l e a n u p S c r e e n i n g L e v e l s ( WA CS L ) , S t a t e o f W a s h i n g t o n Se d im e n t Qu a l it y Sta n da r d s (
WA SQS ) , E ff e c t s r a n ge - L o w ( E R L ) , E f f e c t s r a n ge - h i g h ( E FH ) , a n d Sc r e e n i n g L e v e l
C o n c e n t r a t i o n s ( SL C ) ( Sw a r t z e t a l , 19 9 5 ) .
T h is a p p r o a c h i s s t i l l b e i n g s t u d i e d as a w a y t o p r e d i c t P A H m ix t u r e t o x i c it y i n
s e d im e n t , a n d t h e r e a r e s o m e u n c e r t a i n t y a n d l im i t a t io n s t o it . F o r e x a m p l e , t h i s m o d e l
d o e s n o t ta k e i n t o a c c o u n t t he u n c e r t a i n t i e s b e t w e e n m a r i n e a n d e s t u a r i n e a m p h ip o d s i n
P A H se n s it iv it y . T h e S PA H M o d e l a l s o do e s n o t a c o u n t f o r t he po t e n t ia l e f f e c t s o f
n a t u r a l v a r i a b le s s u c h a s s e d im e n t gr a i n s i z e , t o t a l o r g a n ic c a r b o n , a n d r e d o x p o t e n t ia l
( Sw a r t z e t a l , 19 95 ) .
M i c r o t o x " - A c u t e
Si n c e i t
'
s d e v e l o p m e n t i n 19 7 9 b y B e c k m a n I n s t r u m e n t s , t h e M ic r o t o x
*
a s s a y
h a s b e e n u s e d t o d e t e r m i n e a n d m o n i t o r s o i l a n d s e d im e n t , w a s t e w a t e r , s u r f a c e w a t e r ,
a n d a l s o g r o u n d w a t e r t o x i c i t y (B u l i c h , 19 8 4 ; S o m a s u n d o r a m e t a i , 19 90 ) . So m e s t a t e ,
a n d fe d e r a l r e g u l a t o r y a g e n c ie s u s e t h i s s y s t e m i n s c r e e n i n g t e s t s t o m o n i t o r
e n v i r o n m e n t a l p o l l u t a n t s (So m a s u n d o r a m e t a l , 19 9 0 ) . M i c r o t o x
*
is u s e d b y th e C i t y
o f C ha t t a n o o g a t o r a n k a l l t h e l o c a l i n d u s t r i a l d i s c h a r g e s i n o r d e r o f r e la t i v e t o x i c it y
a n d i n o r d e r o f r e l a t i v e t o x ic im p a c t o n t h e C it y
'
s w a s t e w a t e r t r e a t m e n t p l a n t
(K u r z , 19 84 ) . M i c r o t o x
*
h a s b e e n r e c o m m e n d e d b y T h e A m e r i c a n S o c i e t y f o r T e s t i n g
M a t e r i a l s f o r b i o l o g ic a l t e s t i n g o f w a t e r l e a c h a t e s . T h e U S E PA h a s r e c o m m e n d e d
^ M i c r o t o x
*
f o r t e s t i n g t r e a t e d e f f l u e n t s , f o r p r e d i c t i n g la n d t r e a t a b i l i t y o f o r g a n ic w a s t e s
a n d fo r b i o a s s e s s m e n t o f w a s t e d i s p o s a l s it e s (M u n k i t t r i c k e t a l , 19 9 1) . T a i w a n h a s
b e g u n t o u s e t h e M ic r o t o x
*
s y s t e m t o s c r e e n i t s i n d u s t r i a l w as t e w a t e r s (H a o e t a l ,
19 9 6 ) . M i c r o t o x
^
i s a t o x i c it y t e s t t h a t h a s b e c o m e o n e o f t he s ta n d a r d t o x ic i t y a s s a y s
( T a r k p e a e t a l , 1 9 8 6 ) .
M i c r o t o x
^
m e a s u r e s t h e d e c r e a s e d b i o l u m i n e s c e n c e o f t h e b a c t e r i a Vi b r i o
f i s c h e r i i n t h e p r e s e n c e o f a t o x i c a ge n t . T h e l u c i f e r a s e e n z y m e f r o m t h i s b a c t e r i a
u s e s r e d u c e d f l a v i n a n d o x y g e n t o p r o d u c e l i g h t (C h a n g e t a l , 1 9 8 1) . A p h o t o m e t e r
m e a s u r e s t h e d e c r e a s e o f l i g h t a n d g i v e s a r e a d i n g o f t h e p e r c e n t l ig h t l o s s , (G a m m a ) .
A n E f f e c t C o n c e n t r a t io n o r E C 50 i s t h e n p r o d u c e d b y g r a p h i n g t he l o g o f th e G a m m a
r e s p o n s e v e r s u s t he l o g o f t h e s a m p l e c o n c e n t r a t i o n . T h e E C 5 0 i s t h e c he m i c a l o r
e n v i r o n m e n t a l s a m p l e c o n c e n tr a t i o n c a u s i n g a 5 0 % d e c r e a s e i n th e M ic r o to x
*
R e a g e n t
l i g h t o u t p u t u n d e r d e fi n e d c o n d i t i o n s o f t i m e a n d t e s t t e m pe r a t u r e (M ic r o b ic s , 19 8 9 ) .
T h e d e c r e a s e d i n t e n s i t y o f b i o l u m i n e s c e n c e is p r o p o r t i o n a l t o t he t o x i c it y o f s p e c i f i c
c h e m ic a l s o r e n v i r o n m e n t a l s a m p l e s . T h e sm a l l e r t h e E C 5 0
,
t h e m o r e t o x i c t h e
c h e m ic a l o r e n v i r o n m e n t a l s a m p le .
R e s e a r c h h a s s h o w n t h a t t h e r e s u l t s o f M i c r o t o x
*
a r e c o m p a r a b l e t o o t h e r
a s s a y s . C a n n a - M i c h a e l i d o u i n 19 9 3 , c o m p a r e d M ic r o t o x
*
t o a g a s c h r o m a t o g r a p h y
"
fi n g e r p r i n t s c r e e n in g t e s t
"
. H e c o m p a r e d th e t o x i c e f fe c t s o f 7 m i x t u r e s o f v o l a t i l e
o r g a n i c p o l l u t a n t s (V O C) . I n d o i n g s o , h e f o u n d t h a t t h e M i c r o t o x
*
s y s t e m w a s 14 0 -
m
•
2 2 0 t i m e s m o r e s e n s i t i v e t h a n t h e G C / F I D f o r a r o m a t i c m ix t u r e s . T h i s t e s t w a s a l s o
f o u n d m o r e s e n s i t iv e fo r d e t e c t i n g r e g u l a r p e t r o l e u m a n d d i e s e l t o x ic i t y .
R e s e a r c h h a s a l s o b e e n d o n e c o mp a r i n g M ic r o t o x
*
t o f i sh
,
D a p h n i a , a n d o t h e r
m i c r o b i a l t o x i c i t y m e t ho d s .
M ic r o t o x
"
v s . F i s h . T h e 2 4 - t o - 9 6 - h r f i s h L e t h a l C o n c e n t r a t i o n 5 0 (L C 5 0 ) a c u t e
b io a s s a y i s o n e o f t h e m o s t w i d e l y u s e d a c u t e t o x i c i t y t e s t s . T h e r e h a s b e e n e x t e n s iv e
r e s e a r c h s h o w i n g t h a t M i c r o to x
*
i s a s s e n s i t iv e a s t h i s t e s t , e s p e c i a l l y w h e n u s i n g t h e
f l a t h e a d m i n n o w (I n d o r a t o e t a l , C u r t i s e t a l , 19 82 , E . V . S . C o n s u lt a n t s , 19 8 9 , B u l i c h
e t a l , 19 80 , M u n k i t t r ic k e t a l , 19 9 1) .
I n 19 9 3 , D e Z w a r t a n d S l o o f d e t e r m i n e d t h e t o x i c i t y o f 15 c h e m i c a l s b y
c o mp a r i n g t h e M i c r o t o x
*
a c u t e a s s a y t o t h a t o f g r e e n a l g a e , D a p h n i a , a n d fi s h . T h e i r
r e s u l t s sh o w e d t h e M ic r o t o x a s s a y t o b e c o m p a r a b l e t o t h e o t h e r t e s t s , e s pe c i a l l y t h e
a c u t e t e s t s c o n d u c t e d w i t h fi s h . D i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e fi s h a n d M i c r o t o x
®
s e n s i t iv i t y
w e r e w i t h i n o n e o r d e r o f m a g n i t u d e .
T h e C i t y o f C h a t t a n o o g a h a s n o t o n l y f o u n d t h e t e s t t o be m o r e s e n s i t iv e , b u t
a l s o l e s s e x p e n s i v e a n d t im e c o n s u m i n g . C o m p a r e d t o t h e S t a t e o f T e n n e s s e e , w h i c h
a v e r a g e d 10 o r l e s s b i o a s s a y s a y e a r u s i n g t h e L C 5 0 fi s h t o x i c i t y t e s t , C h a t ta n o o g a
c o n d u c t e d 160 t e s t s u s i n g M i c r o t o x
*
i n l e s s t ha n 6 m o n t h s t im e (K u r z , 19 8 4 ) .
M i c r o t o x
'^
v s . D a p h n i a . T h e c o m p a r a t i v e s e n s i t iv i t y o f M i c r o t o x
®
a n d
D ap h n i a i s d e p e n d e n t o n t h e c o m p o u n d t e s t e d . M i c r o t o x
®
i s c o m p a r a b l e t o D a p h n i a
t o x i c i t y t e s t s , h o w e v e r t h e l a t t e r is o f t e n m o r e s e n s i t iv e (C a l l e j a e t a l , 19 8 6) . F o r
e x a m p le , D a p h n i a i s m o r e s e n s i t i v e t o a m m o n i a , c y a n i d e , h e x a c h l o r o e t hi a n e ,
p e n ta d io n e , a n d s o d i u m i a u r y l . M i c r o t o x
*
, o n t h e o t h e r ha n d i s m o r e s e n s it i v e t o
c h l o r o f o r m , s t y r e n e a n d h i g h l y s u b s t i t u t e d o r g a n ic s (M u n k i t t r i c k e t a l , 19 9 1 ) .
M i c r o t o x
"
v s . o t h e r M i c r o b i a l t o x i c i t y m e t h o d s . I n 19 8 1 , D u t k a a n d K w a n
c o m p a r e d M i c r o t o x
*
t o t h r e e o t h e r m i c r o b i a l t o x ic i t y t e s t s : Sp i r i l l u m v o l u t a n s ,
P s e u d o m a s f l u o r e s c e n s , a n d A e r o m o n a s hy d r o p h i l a . T he M ic r o t o x
*
t e s t p r o v e d t o b e

















a n d N - N i t r o s o d i e t h y la m i n e ) . M i c r o t o x
®
w a s p r o v e n t o b e a m o r e r e l i a b l e a n d s e n s i t i v e
t e s t w h e n c o m p a r e d t o t h e r e s a z u r i n r e d u c t io n (RR ) m e t h o d a n d t h e d i s s o l v e d o x y g e n
d e p l e t io n ( D O D ) t e s t (G r e e n e e t a l , 19 85 ) . M i c r o t o x
*
a l s o t a k e s l e s s t im e t h a n o t h e r
b io a s s a y s a n d h a s a s t a t is t ic a l a d v a n t a ge s i n c e r e s u l t s a r e b a s e d o n u s i n g o v e r 10
^
b a c t e r i a . W h e n M c F e t e r s t e s t e d t h e t w o o r g a n i s m T c h a n p r o c e d u r e (a l g a e a n d
l u m i n e s c e n t b a c t e r i a ) w i t h M i c r o t o x
*
h e f o u n d M i c r o t o x
'
t o b e a m o r e s e n s i t iv e t e s t .
R e l a t i v e s e n s it i v i ty t o M i c r o t o x
*
h a s b e e n c o m p a r e d t o a v a r i e t y o f b i o a s s a y
m e t h o d s f o r t he t o x i c i t y o f c h e m i c a l s , s e d im e n t s , a n d c o mp l e x e f f l u e n t s . W h e n
c o m p a r e d t o f i sh a n d D ap h n i a s t u d i e s , s e v e r a l r e s e a r c h e r s r e a c h e d m a n y o f t h e s a m e
m a j o r c o n c l u s i o n s . M u n k i t t r ic k s s u m m a r i z e s t h e s e c o n c l u s i o n s a s fo l l o w s
(M u n k i t t r ic k e t a l , 19 9 1) :
• O r g a n ic s - M i c r o t o x
*
i s a s s e n s i t iv e a s o t h e r a s s a y s fo r t he m e a s u r e m e n t o f p u r e
o r g a n i c s . M i c r o t o x
*
i s g e n e r a l l y m o r e s e n s i t iv e t o c o m p l e x c o m p o u n d s s u c h a s
4 »>̂>Vi |
m u l t ic h l o r i n a t e d b e n z e n e s , p h e n o l s , a n d e t h a n o l s . T h e s y s t e m i s l e s s s e n s i t iv e t o
c y a n i d e , c h l o r o f o r m , o r p h e n o l .
• I n o r g a n ic s - M i c r o t o x
*
i s n o t a s s e n s i t i v e a s o t h e r t e s t s t o m o s t i n o r g a n i c s . I t i s
h o w e v e r , m o r e s e n s i t i v e t o m e r c u r y , a r s e n ic , a n d c o b a l t .
• M u n ic i p a l W a s t e s - M i c r o t o x
*
i s a f a v o r a b l e b i o a s s a y f o r m o n it o r i n g m u n ic i p a l
w a s t e s .
• I n d u s t r i a l Wa s t e s - M ic r o t o x ® c a n a l s o b e u s e d t o s c r e e n f o r t h e r e l a t i v e t o x i c it y o f
c o m p l e x e f f l u e n t s .
• S e d im e n t C o n t a m i n a t i o n - T h e s e n s i t i v i t y o f M ic r o t o x
*
v a r i e s w i t h c o n t a m i n a n t
e x t r a c t i o n t e c h n i q u e (M u n k i t t r i c k e t a l , 1 9 9 1) .
M ic r o t o x
®
n o t o n l y h a s b e e n u s e d t o t e s t i n d iv i d u a l t o x i c a n t s , b u t h a s a l s o b e e n
u s e d t o t e s t s o m e m ix t u r e s . M a n y h a v e f o u n d m i x t u r e s t o b e t h e s u m o f t h e i r t o x i c
p a r t s o r a s b e i n g a dd i t i v e (Se l l e r s a n d R a m ) . H o w e v e r , it h a s b e e n d i s c o v e r e d o v e r
t im e t h a t m i x t u r e s c a n r e a c t s y n e r g i s t i c a l l y a n d a n t a g o n i s t i c a l l y a s w e l l .
I n C a n n a - M i c h a e l i d o u
'
s s t u d y o f v o l a t i l e o r g a n i c p o l l u t a n t s , he fo u n d
m i x t u r e s t o sh o w a d d i t i v e e f f e c t s (C a n n a - M i c h a e l i d o u , 19 9 3 ) . B a s e d o n e x p o s u r e
t im e
,
a n d t h e p r o po r t i o n o f c h e m i c a l c o m p o n e n t , h e a v y m e t a l m i x t u r e s w e r e
c a t e g o r i z e d a s s y n e r g i s t ic , a n ta g o n i s t i c , o r a d d i t i v e . T h e r e s u l t s s ho w e d t h a t a f t e r a 4 5 -
m in u t e e x p o s u r e , C d - Z n i n t e r a c t e d sy n e r g i s t i c a l l y , C d - N i i n t e r a c t e d a n t a g o n i s t i c a l l y ,
a n d C o - N i a n d A s - Pb i n t e r a c t e d a d d i t iv e l y (S e l l e r s a n d R a m ) . W a l k e r s t u d i e d t h e
t o x i c i t y o f z i n c a n d p e n t a c h l o r o p h o l (P C P ) i n 19 87 a n d d e t e r m in e d t h a t t h e i n t e r a c t io n s
b e t w e e n t h e t w o w e r e a dd i t iv e .
10
i f^m
D u t k a a n d K w a n (19 8 1 ) a l s o t e s t e d m i x t u r e s w i t h M i c r o t o x
®
. T h e y , l i k e
C a n n a - M i c h a e l i d o u f o u n d t h a t m i x t u r e s p r o d u c e d r e sp o n s e s t ha t w e r e sy n e r g i s t ic ,
a n t a g o n i s t i c , o r a dd i t iv e , b a s e d o n t h e c o n c e n t r a t i o n s o f t h e i n d iv i d u a l c h e m i c a l a n d
t h e i n c u b a t i o n o r c o n t a c t t im e . F o r e x a m p l e , d i f f e r e n t c o n c e n t r a t io n s o f p h e n o l w e r e
c o mb i n e d w i t h t h e s a m e c o n c e n t r a t io n o f s o d i u m l a u r y l s u l p h a t e . C o n t r o l s s h o w e d t h a t
p h e n o l h a d a d e c r e a s e d t o x ic e f f e c t w i t h i n c r e a s e d i n c u b a t io n t im e ; t h e t o x i c e f fe c t o f
s o d i u m l a u r y l s u l p h a t e w a s s t a b l e o v e r a 15
- m i n u t e p e r i o d . W h e n t h e t w o w e r e
c o mb i n e d , h o w e v e r , t h e r e w a s a n i n c r e a s e i n t o x i c e f f e c t . T h e 2 0 p pm p h e n o l
c o m b i n a t i o n s h o w e d a n a d d i t iv e r e s p o n s e , w h i l e 2 . 5 p p m p h e n o l c o m b i n a t io n w i t h 0 . 5
p pm o f s o d i u m l a u r y l s u l f a t e s h o w e d a sy n e r g i s t i c r e s p o n s e . A n a n t a g o n i s t ic r e s p o n s e
w a s s e e n w h e n h i g h c o n c e n t r a t i o n s o f H g
" ^ " *"





p p m ) .
M i c r o t o x
*
i s s e n s i t i v e
,
r a p i d , a n d i n e x p e n s i v e r e l a t i v e t o o t h e r a s s a y s ( R ib o
a n d K a is e r , 19 87 ) . T h e t a sk o f b r e e d i n g t e s t o r g a n i sm s is e l im i n a t e d in t h i s sy s t e m .
A s s a y s t h a t t a k e t w o o r t h r e e d a y s u s i n g s t a n d a r d t o x ic i t y t e s t c a n b e c o n d u c t e d i n f iv e
t o t h i r t y m i n u t e s w i t h c o m p a r a b l e r e s u l t s ( D e Z w a r t , 1 9 8 3) .
M i c r o t o x * - C h r o n i c
T h e C h r o n i c t o x i c i t y t e s t is a n e w a d d i t i o n t o t h e M i c r o t o x
*
a s s a y
s y s t e m . T h e r e f o r e , t h e r e h a s n o t b e e n m u c h p u b l i s h e d c o n c e r n i n g t h i s t e s t . C h r o n i c
t o x i c i t y t e s t s a r e u s e d t o p r e d i c t a d v e r s e b io l o g ic a l e f f e c t s t h a t r e s u l t w he n a n o r g a n i sm
i s e x p o s e d o v e r i t s e n t ir e l if e c y c l e (M i c r o b i c s , 1 9 96 ) . L i k e t he a c u t e t e s t , t h e
1 1
m M ic r o t o x
*
c h r o n i c t o x i c it y t e s t ha s b e e n s ho w n t o b e a s s e n s i t i v e o r m o r e s e n s i t i v e t h a n
o t h e r c h r o n i c t e s t s ( M i c r o b i c s , 199 6 ) . T h i s t e s t a l s o t a k e s l e s s t i m e t h a n o t h e r s , 2 2
h o u r s .
T h i s t e s t u s e s t h e M o d e l 5 0 0 A n a l y z e r t o d e t e c t l i g h t l o s s . T o a n a l y z e t h e
r e s u l t s o f t h e M i c r o t o x
®
c h r o n ic t o x i c i t y t e s t , t h e s o f t w a r e s y s t e m T o x C a l c
™
,
is u s e d .
I t i n c l u d e s s u c h s t a t is t i c a l o p t i o n s a s : a p a r a m e t r i c h y p o t h e s i s t e s t , a n o n p a r a m e t r ic
h y p o t h e s i s t e s t , a n d p o i n t e s t im a t e s c a n b e u s e d t o d e t e r m i n e t h e N o O b s e r v e d E f f e c t
C o n c e n t r a t i o n (N O E C ) a n d t he L o w e s t O b s e r v e d E f f e c t C o n c e n t r a t i o n (L O E C ) . T h e
N O E C i s t h e h i g he s t c o n c e n t r a t i o n t e s t e d t h a t c a u s e s n o s t a t i s t i c a l l y m e a s u r a b l e e f f e c t
o n t h e t e s t s y s t e m . T h e L O E C , o n t h e o t h e r h a n d , i s di e l o w e s t c o n c e n t r a t i o n t e s t e d
th a t c a u s e s a s t a t i s t i c a l l y m e a s u r a b l e e f f e c t o n t h e t e s t s y s t e m (M i c r o b i c s , 19 9 6) .
O b j e c t i v e s
T h is r e s e a r c h w a s d e s i g n e d t o c o m p a r e t h e t o x ic i t y o f PA H s a s i n d iv id u a l
c o m p o u n d s a n d a s m ix t u r e s , a s t h e y a r e fo u n d in th e e n v ir o n m e n t . P A H m i x t u r e t o x i c i t y
h a s n o t b e e n s t u d ie d a s fu l l y a s t h a t o f in d i v i d u a l c o mp o u n ds . T h e M i c r o t o x
*
t o x ic i t y t e s t ,
b o t h a c u t e a n d c hr o n ic , w e r e u s e d t o d e t e r m i n e t o x i c i t y o f PA H s a n d th e in t e r a c t io n s o f th e
m ix t u r e s .
T h e s p e c i f i c o bj e c t iv e s o f t h i s r e s e a r c h p r o j e c t w e r e t o :
1 . A s s e s s t h e a c u t e a n d c h r o n ic t o x i c i t y o f P A H s i n d iv i d u a l l y a n d a s m i x t u r e s u s i n g
t h e M ic r o t o x
*
a s s a y s y s t e m .
12
^ ,g ^ 2 . T o d e t e r m i n e i f t h e t o x i c i t y r e s p o n s e o f P A H m ix t u r e s i s p r e d ic t a b l e b a s e d o n d a t a
g e n e r a t e d w i t h i n d i v id u a l c o m p o u n d s u s i n g t h e a d d i t iv e m o d e l (S w a r t z e t a l , 19 9 5 ) .
3 . T o e v a l u a t e d i f f e r e n c e s b e t w e e n a c u t e a n d c h r o n i c t o x i c i t y a s s a y r e s u l t s .
1 3
m M A T E R I A L S A N D ME T H O D S
Ch e m i c a l s
E i g h t P A H s w e r e ev a l u a t e d by t h e M ic r o t o x
' *
b io a s s a y : n a p h t ha l e n e , c hr y s e n e ,
p y r e n e , a n t h r a c e n e , f lu o r a n t h r e n e , f l u o r e n e , a c e n a p h t h e n e (A l dr i c h C he m i c a l C o . ,
M il w a u k ee , WI ) a n d p h e n a n t hr e n e (S igm a C h e m i c a l C o . , St . L o u i s , M O ) , (F i gu r e 1) .
P AH s a mp l e p r ep a r a ti o n
So lu t io n s o f i n d iv id u a l P A H s w e r e p r e pa r e d b y d i s s o lv i n g e a c h P A H i n t w o
s e pa r a t e s o l v e n ts , m e t ha n o l a n d a 2 % N a C l s o l u t io n a t t h e ir r e s p e c t iv e w a t e r s o l u b i l i t y
c o n c e n t r a t i o n s . F o r 2 % N a C l s o l u t io n s , s a t u r a t e d s o l u t i o n s o f e a c h i n d i v i du a l P A H w e r e
p r e p a r e d b y f i r s t w e ig h i n g t he c h e m ic a l t o a t l e a s t 1 . 5 t im e s t h e s ta n d a r d s o l u b i l i t y i n 10
m L o f d i s t il le d , d e io n iz e d w a t e r . T he s a t u r a t e d N a C l s o lu t io n s w e r e m ix e d w e ll a n d
a l l o w e d t o s e t t le . Su p e r n a t a n t w a s r e m o v e d t o m a k e the s a m p l e m i x t u r e . So l u t i o n s o f
P A H a n d m e th a n o l w e r e p r e p a r e d b y d i s s o lv i n g t he w e i g ht o f t he c h e m i c a l n e c e s s a r y t o
p r o v i d e w a t e r s o l u b i l i t y o f t h e PA H i n 10m l o f m e t ha n o l . T o x i c it y c o m p a r i s o n s w e r e
m a d e be t w e e n N a C l s o l u t io n s a n d m e t ha n o l s o l u t i o n s fo r e a c h i n d iv id u a l P A H .
M i c r o to x ' - A c u t e to x i c i t y
T h e M i c r o t o x a c u t e t o x i c it y te s t e v a l u a t e s t o x ic i t y b y c o m p a r i n g t he
l u m i n e s c e n c e o f V i b r i o fi s c h e r i a lo n e to t h e lu m i n e s c e n c e in t h e p r e se n c e o f a
p a r t ic u l a r c he m ic a l o r e n v i r o n m e n ta l s a m p l e . T h is a s s a y c a n be c o mp l e t e d i n 5 t o 3 0
m i n u t e s . T he M i c r o t o x
®




l i g h t i n te n s i t y . T h i s s y s t e m is m a i n t a i n e d a t a t e m p e r a t u r e o f 1 5 + /
- 0 . 1 C . T h e
b a c t e r i a ( V i b r i o fi s c h e ri ^ , is th e r e a g e n t u s e d t o d e t e c t t o x ic it y . D i l u e n t ( 2 % N a C l )
i s u s e d t o p r o v i de o s m o t i c s t a b i l it y f o r t h e b a c t e r i a . R e a ge n t r e c o n s t it u t i o n s o l u t io n s ,
w h i c h c o n s is t s o f h ig h q u a l it y w a t e r , i s u s e d to r e c o n s t i t u t e t h e b a c te r i a . B a c t e r i a ar e
r e c o n s t i t u t e d , t h e n a l l o w e d t o s t a b i l i z e f o r 15 m i n u t e s pr io r t o c h e m ic a l e x po s u r e .
T he s o ft w a r e p r o gr a m (M ic r o t o x R e l e a s e 7 . 0 ) i s t h e n u s e d t o c a lc u l a t e t h e E C 50 o f t he
c he m i c a l o r e n v ir o n m e n t a l s a m p l e fr o m c ha n g e s i n b a c t e r i a l l u m i n e s c e n c e
(M ic r o b ic s C o r po r a t i o n , 19 89 ) . T h e E C 5 0 is t h e r e p o r t e d p e r c e n t a g e o f s a m p l e t ha t
de c r e a s e d b io l u m i n e s c e n c e o f b y 5 0 % . T h e m o r e t o x i c s a m p le s h a v e a l o w e r E C 50 i n
t h i s m e t h o d be c a u s e t h e y r e q u ir e d a m o r e d i l u t e s a m p l e o f c h e m i c a l t o o bt a i n a 5 0 %
r e s p o n s e . E a c h s a mp le w a s r u n i n d u p l i c a t e .
I n d i v id u a l PAH T e s ti n g
F o r PA H s d is s o l v e d i n t h e 2 % N a C l s o l u t io n
,
2 . 0 m L o f 2 % N a C l d i l u e n t
w a s p i p e t t e d w i t h P A H in t h e f i r s t c u v e t t e . F o r i n d i v i d u a l P A H s d i s s o l v e d i n
m e t h a n o l
,
10 u l o f PA H w it h m e t h a n o l w a s ad d e d t o 2 . 0 m l o f 2 % d il ie n t .
F o l l o w i n g a d d i t i o n o f P A H w i t h N a C l o r P A H w i t h m e th a n o l , 1m l o f m ix e d
d i l u e n t a n d P A H w e r e a d de d t o t h e r e m a i n i n g c u v e t t e s b y p e r f o r m in g t hr e e 1 : 2
s e r i a l d i l u t i o n s . T he l a s t c u v e t te
,
w h i c h c o n t a i n e d o n l y d il u e n t , w a s u s e d a s t h e
c o n t r o l . 2 0 . 0 u L o f r e a ge n t ba c t e r ia w a s p i p e t t e d i n t o e v e r y c u v e t t e a ft e r t h e
c o mp u t e r s o f t w a r e w a s s e t - u p . A ft e r f i v e m i n u t e s , t h e l ig h t m e a s u r e m e n t s w e r e
r e a d b y t h e c o m p u t e r so ft w a r e , a n d t h e E C 50 w a s c a l c u l a t e d .
1 5
m PA H Mix t u r e T e s t i n g
P r i o r t o t o x ic i ty t e s t i n g o f P A H m ix t u r e s , a l OOu l s a m p l e o f m e t h a n o l w a s fi r s t
ev a l u a t e d f o r b a c k g r o u n d t o x i c i t y . D u a l PA H m i x t u r e s w e r e m a d e b y a d d i n g t h e m o s t
t o x i c P A H so l u t i o n s t o t ho s e PA H s o l u t i o n s t h a t w e r e l e s s to x i c b a s e d o n i n d iv i d u a l
C o mp o u n d r e s u l t s . I n t h is c a s e , f o u r m ix t u r e s w e r e t e s t e d : fl u o r a n t hr e n e
- n a p h t ha l e n e ,
a c e n a p h t h a l e n e - n a p t ha l e n e , f l u o r e n e - n a p h t h a l e n e a n d a n t hr ac e n e
- n a p h t ha l e n e . U s i n g t h e
p r i o r i n d iv i d u a l P A H so lu t io n s , l Ou l o f e a c h de s i r e d PA H w a s a d de d t o m a k e a m i x t u r e .
F o r t r i p l i c a t e a n d qu a d r u p l ic a t e P A H m ix t u r e s , t h e d u a l P A H m ix t u r e s
w e r e c o m b i n e d w i t h o t h e r P A H s b a se d o n t o x i c i t y d if fe r e n c e s . T h is e x p e r im e n t w as
d e s i g n e d t o d e t e r m in e i f t h e a d d i t i o n o f a n o t he r P A H e i t h e r m o r e t o x ic , le s s t o x i c o r e q u a l
i n t o x i c i t y c h a n g e t h e t o x ic it y r e sp o n s e o f t h e i n i t i a l m i x t u r e ?
"
. PA H s w e r e t e s t e d i n
m i x t u r e s u s i n g t h e s a m e t e c h n i qu e a s f o r d i e i n d iv id u a l PA H t o x i c it y t e s t s .
T w e l v e m ix t u r e s w er e t e s t ed ( s e e t a b l e 2 a n d 3 ) . T o t h e fi r s t c u v e t t e o f e a c h
sa m p l e , 10 u L o f e a c h P A H m i x t u r e s o l u t i o n w a s a d d e d . A f t e r t h r e e 1: 2 s e r ia l d i l u t i o n s ,
p a r a m e t e r s fo r t h e t e s t w e r e s e t . R e a g e n t w a s a d de d t o e a c h c u v e t t e b y u s i n g a 10 . 0 u L
p ip e t t o r . R ea d i n g s w e r e c o mp le t e d b y t he A n a l y z e r , a n d a n E C 50 w as c a l c u l a t e d f o r e a c h
s a m p l e .
C h r o n i c t o x i c ity
T he M i c r o t o x C hr o n i c T o x ic i ty t e s t a l s o m e a s u r e s t h e i n h ib it io n o f l ig h t p r o d u c t i o n
in li u n i n e s c e n t b a c t e r ia w h e n t he y a r e g r o w n , t h r o u g h i n c u b a t io n , i n t he p r e s e n c e o f a t o x i c
c h e m ic a l o r e n v ir o n m e n t a l s a m p le . T h i s as s a y a l s o u s e s t he f r e e z e - dr ie d b a c t e r ia , ( V i b r i o
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f i s c h e r i ) , a s t h e r e a g e n t t o d e t e c t t o x i c i t y . A l o n g w i t h t h e r e a g e n t , t h e c h r o n i c t e s t
c a l ls f o r t h e u s e o f c u l t u r e m e d i u m . T h i s m e d i u m c o n t a i n s s a l t s a n d o t h e r n u t r ie n t t o
s u p p o r t g r o w t h o f t h e b a c t e r ia a n d l i g h t p r o d u c t io n . T h e m e d i u m i s a l s o s e le c t iv e w it h
h i g h s a l t c o n c e n t r a t i o n s a n d lo w n u t r i e n t s t o p r e v e n t t he g r o w t h o f o t h e r b a c t e r i a .
A c t i v a t i o n s o l u t io n i s u s e d t o r e h y d r a t e t h e b a c t e r i a . I t is c o m p o s e d o f a 3 . 5 % N a C l
s o l u t i o n , w h i c h p r o v id e s t h e b a c t e r i a w i t h o s m o t i c p r o t e c t i o n R e c o n s t i t u t i o n s o l u t i o n i s
a l s o u s e d i n t h e C hr o n i c t o x i c i t y t e s t t o r e c o n s t i t u t e t h e t e s t m e d i u m . T h e M o d e l 5 0 0
A n a l y z e r i s u s e d t o m e a s u r e l i g h t i n t e n s i t y , a n d t he T o x C a l c s o f t w a r e p r o g r a m i s u s e d
f o r t h e s t a t i s t i c a l a n a l y s i s (M ic r o b ic s , !9 9 6) .
A f te r 2 2 ho u r s o f i n c u b a t i o n in a w a t e r b a t h (2 7
°
C ) , c o n t r o l c e l l s u n de r g o
d iv is io n s a n d c o m p l e t e i n d u c t io n o f t h e lu c i fe r as e sy s t e m s . T he sy s te m i s a b l e t o
m e a s u r e t h e c o n c e n t r a t i o n o f c he m ic a l w h i c h ca u s e s a s p e c i f i c E C 50 . T h o s e
s a mp l e s w it h t o x ic c o n c e n t r a t io n s w i l l s h o w l o w l i g ht r e a d in g s a s w e l l a s
in h i b i t io n o f c e l l g r o w t h . A r e a d in g i s p o s i t iv e w h e n it ha s s i g n i f i c a n d y l o w e r
l i gh t o u t p u t t ha n t he c o n t r o l . T h e s o f t w a r e p r o g r a m i s t h e n u s e d t o c a l c u l a t e t he
N O E C a n d L O E C .
C h r o n i c to x i c it y t es ti n g
T o be g i n t h i s p r o c e d u r e , c u v e t t e s w e r e f i r s t s e t - u p i n c u v e t t e s u p p o r t s t o r e p r e s e n t
t h e m e d iu m c o n t r o l p o s i t i v e c o n t r o l , a n d t he s a m p l e PA H . T h e fi r s t r o w o f t h e b l o c k w a s
d e s i g n a t e d s u lp ha t e f o r t h e m e d i u m c o n t r o l . T h e p o s it i v e c o n t r o l w a s p l a c e d i n t h e n e x t
fo u r r o w s . PA H sa m p l e w a s a l s o r u n i n q u a d r u p l ic a t e . F o u r s a m p l e s c o u ld be r u n a t t he
17
s a m e t im e . T he M o d e l 5 0 0 A n a l y z e r w a s s e t t o m e a s u r e c li r o n i c s a mp l e s , a n d t li e w a t e r
b a th w a s s t a b il i z e d a t 27
"
C .
M e d i a Pr e p a r a t i o n
M e d i a c o n t r o l w a s p r e p a r e d by a d d i n g 3 6m l o f r o o m t e mp e r a t u r e R e c o n s t it u t io n
So lu t io n t o a v i a l o f m ed iu m a n d a l lo w i n g t h e m e d i u m t o d is s o l v e . 50 0 u l w as t he n
p ip e t te d i n t o c u v e t t e 1
- 4 o f e v e r y r o w . T o t h e 5 t h c u v e t t e o f e a c h r o w , 1m l o f m e d ia w a s
a d d e d .
P o s it iv e C o n t r o l Pr e p a r a t io n
C u v e t t e s i n r o w s 2 - 5 o f t li e c u v e t t e s u p po r t s u s e d w e r e d e s i gn a t e d f o r tl i e p o s i t iv e
c o n t r o l , C U SO 4 . 10 u l o f C u SO 4 w a s a d d e d t o e a c h c u v e t t e . T n e s e c u v e t te s n o w
c o n t a i n e d b o t h m e d i a a n d t h e p o s it iv e c o n t r o l .
Sa m p l e Pr e pa r a t i o n
T h e r e m a i n in g c u v e t te s w e r e u s e d fo r tf i e s a m p l e s ; f o u r s a m p l e s c o u l d b e te s t e d
s im u l t a n e o u s l y . N a p h tha l e n e , a c e n a p h t h a l e n e , c h r y s e n e , a n d a n th r a c e n e w e r e t e s t e d f o r
c h r o n ic t o x i c it y . A n e w v i a l o f m e d ia w a s r e c o n s t i t u te d . A l o n g w it h t h e 1m l o f m e d i a t o
t he 5 t h c u v e t te o f ea c h r o w
,
l Ou l o f a P A H s o l u t i o n w a s a d d e d . T h e r e m a in i n g c u v e t te s
c o n t a i n e d o n l y 5 00 u l o f m e d ia .
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T e s t P r o c e d u r e
T o a v i a l o f t e s t r e a g e n t (b a c t e r i a ) , 9 m l o f c o o l e d a c t iv a t io n so l u t i o n ( 3
*̂
C ) w a s
a d de d a n d t h e r e a ge n t w as a l l o w e d t o d i s s o l v e . T o e a c h c u v e t t e , r e a g e n t w a s t he n a d d e d .
T o c u v e t t e 1 - 4 o f e a c h r o w , 30 u l o f r e a g e n t w a s p i p e t t e d . T o t he la s t c u v e t t e i n t ho s e r o w s ,
6 0 u l o f r e a g e n t w as p ip e t t e d . W h e n t h i s w a s c o m p le t e , 1 :2 s e r i a l d i l u t i o n s w e r e m a d e o f
t h e m e d ia c o n t r o l , po s i t iv e c o n t r o l , a n d s a m p le s b y t r a n s fe r r i n g 50 0 u l fr o m c u v e t t e t o
c u v e t t e a n d m ix i n g t hr e e t im e s a f te r e a c h t r a n s f e r . T h e c u v e t t e s w e r e t h e n in c u b a t e d fo r 22
h o u r s in a 2 7
°
C w a t e r b a t h . A ft e r t he i n c u b a t i o n p e r i o d , t he M ic r o b ic s s o f t w a r e sy s t e m ,
T o x C a l c
" *̂
w a s s e t u p a n d l i gh t r e a d i n g s w e r e m a d e . T h e sy s te m w as t h e n a b l e t o
d e t e r m me t h e L O E C a n d N O EC o f t he s a mp l e s t e s t e d b y c o n du c t i n g se v e r a l s ta t i s t ic a l t e s t s .
L P AH Mo d e l
T h e 2 P A H mo d e l w a s u s e d t o c o m p ar e th e f o l lo w in g :
1 . Z T U fr o m i n d iv i d u a l c o m po u n d s m e a s u r e d w i t h M ic r o t o x
*
- E C 5 0 d a t a fr o m i n d i v id u a l
PA H s w e r e c o n v e r t e d t o T U (I / E C 50 ) a n d c o m p ar e d t o T U fr o m a mp h ip o d d a t a . Z T U
w a s c a l c u l a t e d b y a d d i n g t h e i n d iv id u a l T U s o f e a c h PA H i n a g iv e n m ix t u r e .
2 . M e a s u r e d T U o f a c t u a l m ix t u r e s - E C 5 0 da t a fr o m a c t u a l m i x t u r e s w e r e c o n v e r t ed t o
T U . T h e se v a l u e s w e r e t h e n c o mp a r e d t o t he Z T U o f e a c h m ix t u r e .
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3 . L it e r a t u r e E T U v a l u e s b a s e d o n a mp h p o d d a t a - T he se v a l u e s w e r e c o m p a r e d t o th e
t h e m e a s u r e d T U o f a c t u a l m ix t u r e s .
T h e s e r e l a t i o n s h i p s w e r e s t u d i e d t o d e t e r m i n e i f m ix t u r e s w e r e a dd it iv e , a s t h e m o d e l
s u g ge s t s , o r i f o t he r m i x t u r e r e s po n s e s o c c u r r .
2 0
R E SU L T S A N D D I SC U S SI O N
B e c a u s e o f th e s e r io u s n e s s o f PA H s i n t h e e n v i r o n m e n t
,
s e v e r a l s e d im e n t
g u i de l i n e s h a v e be e n e s t a b l ish e d . T h e s e g u i de l i n e s ho w e v e r a r e b a s e d o n i n d iv id u a l
c o m p o u n d t o x i c i t y a n d t h e r e f o r e d o n o t a d dr e s s t h e p r o b l e m o f PA H t o x ic i t y c o m p l e t e l y .
PA H s o c c u r i n t he e n v ir o n m e n t a s a c o m p l e x m i x t u r e o f c o m po u n d s . T h i s t he n le a ds t o
w ha t i s c a l l e d t h e
"
m ix t u r e p a r a do x
"
. T h e g u i d e l in e s , w h ic h a r e de r i v e d f r o m t h e
i n d iv id u a l PA H t o x ic i t y t e s t , m i gh t u n d e r e s t im a t e t h e e c o lo g i c a l e f f ec t s o f t h e PA H sa m p l e
c o ll ec t e d i n t h e fi e l d i f t he r e a r e i n t e r a c t i o n s b e t w ee n t h e i n d iv id u a l c o m p o u n d . T h i s
p r o b l e m w a s s o o n r e c o g n iz e d a n d a n e w a p p r o ac h , t h e X PA H m o de l w a s e s ta b l i sh ed t o
d e t e c t P A H m b ct u r e (Sw a r t z , 19 9 5) .
Wh e n t h e S T U fr o m i n d iv id u a l c o m po u n d s m e a s u r e d w i t h M i c r o t o x
®
(T a b l e 1) w a s
e x a m i n e d , da t a s ho w e d t ha t t h e r e w a s a f u n da m e n t a l d i f f e r e n c e b e t w e e n t h e r e s po n s e
p a t t e r n o f a mp h ip o d da ta a n d M i c r o to x
®
d a t a . R e s u l t s a r e o f t he s a m e o r de r o f m a g n i t u de .
H o w e v e r , m e a s u r e d T U sho w s n a p h t h a l e n e t o b e d i e m o s t t o x i c w i t h a T U o f 16 . 6 7 , w h i l e
t he p r e d i c t e d T U fr o m t h e l it e r a t u r e s h o w p y r e n e t o b e t he m o s t t o x ic w i t h a T U o f 10 . 0 0 .
I n d i v id u a l P AH A c u t e T o x i c i ty T e s t s
T h e fi r s t e x p e r im e n t w a s t o t e s t t h e t o x ic it y o f t h e i n d i v i d u a l PA H s (Fg u r e 2 ) a n d
r e l a t e to x ic i t y r e s u l t s t o p u b l i s h e d v a l u e s o f w a t e r s o l u b i l i t y (F ig u r e 3 , T a b l e 1) . E C 50
v a l u e s w e r e c o n v e r t e d t o t o x i c it y u n it s o r T U b e c a u s e t h e y a l l o w f o r c o m p a r i s o n o f
c o mp o u n d s o f d i f fe r e n t s o l u b i l it y . T h e l a r ge r t h e T U , t he l a r g e r th e P A H t o x i c i t y . T h e
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le s s s o lu b l e t h e P A H , t h e m o r e to x ic t h a t P A H . T h is c a n be s e e n w it h a c e n a p h t ha le n e a n d
f l u o r a n t hr e n e . T h is c a n b e s e e n i n f i gu r e t h r e e , w h i c h is i n to x i c u n i ts . A c e n a p h t h e n e h a s
a w a t e r s o lu b i l i t y o f 3 . 9 m g / L a n d a n E C 5 0 o f 1. 2 3 % ( T U o f 0 . 8 1) . A l t h o u gh t h is P A H
i s q u i t e w a t e r s o l u b l e , it i s n o t v e r y t o x i c . F l u o r a n th r e n e i s n o t v e r y s o l u b l e , 0 . 2 7 m g / L ,
b u t i t is m o r e t o x i c w i t h a n E C 5 0 o f 0 . 2 3 % ( T U o f 4 . 3 5 ) . A c e n a p t h e n e i s c o m p o s e d o f
t w o b e n z e n e r i n g s , w h i l e f l u o r a n t he n e i s c o mp o s e d o f t h r e e . N e f f s t u d i ed t h e a c u t e to x i c it y
o f a r o m a t ic h yd r o c a r b o n s t o fr e sh w a t e r a n d m a r i n e a n im a l s ; it w a s fo n d t h a t t h i s t r e n d i n
s o l u b il i t y a n d t o x i c it y w a s u p he l d i n o t he r w o r k a s w e l l (N e f f , 19 7 9 ) . A m a j o r e x c e p t io n
i s s e e n h o w e v e r t o t h e s o l u b i l it y / t o x ic i t y t r e n d i n n a p t ha le n e , w h i c h i s t h e m o s t s o l u b l e i n
w a t e r a n d i s a l s o t h e m o s t t o x i c c o m p o u n d w it h a n E C 50 o f 0 . 06 % . T h e r e ho w e v e r is n o
a v a i l a b l e i n fo r m a t i o n t o e x p l a i n th is o c c u r r e n c e . I t i s p o s s ib l e di a t n a p h th a l e n e i s s o l u b l e
e n o u g h t o h a v e a s u f f i c ie n t c o n c e n tr a t i o n t o e x e r t t o x i c it y . A n o t he r r e a s o n c o u l d b e t h a t
m o l e c u l e s a r e a b l e t o p a s s t h e m e n b r a n e f a s t e r o r t o a l a r g er e x t e n t t h a n o t h e r PA H s .
PA H m ix t u r e s
M ix u r e s o f t w o , t hr e e , a n d fo u r P A H s w e r e t e s t e d fo r a c u t e t o x ic i t y . T h e t o x ic i t y
o f t he s e m i x t u r e s w e r e c h a r a c t e r iz e d a s a d d it iv e i f t he a c t u a l m e a s u r e d T U w a s w i t h i n a
f a c t o r o f t w o o f t h e p r e d ic t e d v a l u e o b t a i n e d b y a d d in g t h e i n d iv id u a l c o m p o u n d t o x i c i t y
u n it s ( s e e T a b l e 1 a n d 2 ) . A n ta go n i s t i c r e s p o n s e s w e r e t ho s e t h a t sho w e d a m e a s u r e d T U
o f l e s s t h a n t w o t im e s t he p r e d i c t e d T U . Sy n e r g i s t i c r e sp o n s e s sh o w ed m e a su r e d T U o f
tw o t im e s m o r e t ha n t he pr e d ic t e d T U . A fa c t o r o f t w o w a s u s e d be ca u s e t h e r e w a s
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t
i n s u f f i c i e n t d a t a t o c a l c u l a t e s t a t i s t ic a l v a r i a n c e . V a r a ib i l i t y b e t w e e n da ta w a s s u c h t h a t t h e
d i f fe r e n c e s o f a fa c t o r o f t w o w e r e t h o u g h t n o t t o b e s i g n i f i c a n t l y d i f f e r e n t .
D u a l M ix t u r e s
F r o m t he a c u t e t o x i c i t y t e s t s o f t h e d u a l m ix t u r e s (T a b l e 2 ) , t hr e e m i x t u r e s p r o v e d
t o b e a d d i t iv e : f l u o r e n e - n a p h t h a l e n e , a c e n a p h t h e n e - n a p ht h le n e a n d a n th r a c e n e - n a p ht h a le n e .
T h e m bcu r e s o f a c e n a p h th a l e n e - p he n a n t h r e n e a n d f l u o r a n t h e n e - n a p ht ha l e n e w e r e
a n ta g o n i s t i c . A l l b u t o n e o f t he s e P A H m ix t u r e s c o n t a i n e d n a p h t h a l e n e , w h ic h i s t h e m o s t
t o x i c a n d so l u b l e .
O t h e r M ix t u r e s
T a b l e 3 s h o w s t h e r e s u lt s o f t h r e e a n d f o u r c o mp o n e n t m i x t u r e s . T he r e w a s o n l y
o n e s y n e r g i s t i c m ix t u r e a m o n g t h e m . T h i s m i x u r e c o n ta i n s a c e n a p h t h l e n e a n d
p he n a n th r e n e , w h i c h p r o v e d t o b e a n t a g o n i s t i c in t h e d u a l t e s ts a s w e l l . T he n o n
- t o x ic a n d
v e r y in s o l u b l e c h r y s e n e w a s a b l e t o c h a n ge t h e s o l u b i l i t y o f t h e m ix t u r e a n d m a k e it m o r e
t o x i c . T h e m ix t u r e s sh o w n t o b e a n t a g o n i s t ic a l l c o n t a i n e d n a p h t h a le n e . N a p h t ha l e n e i s t he
m o s t t o x ic a n d m o s t w a t e r s o l u b l e PA H t e s t e d . T he a dd i t i o n o f t h i s PA H t o m ix t u r e s m a y
h a v e g i v e n a l e s s t ha n a dd it iv e r e spo n s e s b e c a u s e o f it s t e n d e n c e y t o s o r b t o t h e o t he r
c o mp o u n d s o r t o t h e c o n t a i n e r w a l l c o a t e d w it h t he o t h e r PA H c o m p o u n d s o f t h e m i x t u r e .
T h i s a c t i o n w o u l d r e d u c e t h e s o lu b l e c o n c e n t r a t i o n o f n a p h th a le n e c o n s i de r a b l y a n d g iv e a
l e s s t o x ic e f f e c t t h a n t h a t p r e d i c t e d b y a d d i t iv i t y . T h i s w a s n o t s e e n w i t h t h e t w o
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c o m p o n e n t m i x t u r e s c o n ta i n i n g n a p Ji t ii a le n e . T h e o v e r a l l a m o u n t o f t h e P A H m a y n o t h a v e
b e e n s u f f ic i e n t t o p r o v i de t he s o r p t iv e s u r f a c e .
1 P A H M o d e l
1 . M e a s u r e d T U o f a c t u a l m ix t u r e s (T a b l e 3 ) - M o s t o f d i e s e m ix t u r e s w e r e a d d i t iv e .
T h o s e t h a t sh o w ed l e s s t h a n a d d it iv e ( a n t a g o n i s t i c ) r e s po n s e s i n v o lv e d n a p h t h a l e n e .
A g a i n , n a p h t h a l e n e m a y be s o r b i n g t o o t h e r P A H s o r t o t h e w a l ls o f t he c o n t a i n e r ,
m a k i n g t h e c o n c e n t r a t i o n le s s i n s o l u t i o n a n d t h e r e f o r e l e s s t o x ic t ha n p r e d ic t ed . O n e
s y n e r g i s t i c m ix t u r e w as s ho w n . T h i s m i x t u r e c o n t a i n s c h r y se n e , w h ic h i s t h e l e a s t
s o l u b le a n d l e a s t t o x i c c o m po u n d t e s t e d w i t h t h e a c u t e t o x i c it y t e s t . T he a d d it i o n o f t h i s
c o mp o u n d to t he m i x t u r e l e a d t o g r e a t l y in c r e a s e d t o x i c it y . R e a s o n s fo r t h i s a r e n o t
u n d e r s t o o d , b u t w a r r a n ts a d d i t i o n a l s t u d y .
2 . L i t e r a t u r e T U v a l u e s a r e ba s e d o n a m p h i p o d d a t a (T a b l e 3) - T h e c o m pa r i s o n o f
M ic r o t o x * T U d a t a t o a m p h ip o d T U d a t a d o e s s u p p o r t t he a d d it i v it y c o n c e p t fo r
m i x t u r e s . H o w e v e r , t he r e a r e d if fe r e n c e s b e t w e e n t h e t w o . T h e Z P A H M o d e l is
b a s e d o n P A H se d im e n t d a t a , w h i l e di e P A H s u s e d fo r t he M ic r o t o x
*
a c u t e t e s t s w e r e
p u r e c o m p o u n d s . T h e m o d e l a l s o i s b a s e d o n a m p h ip o d da ta , w h i l e M ic r o t o x
*
i s ba s e d
o n b a c t e r i a d a t a . A mp h i po d s a r e sm a l l e r a n d h a v e m o r e s t i r f a c e a r e a . T h ie r de t o x
s y s t e m s a n d o r g a n s m a y b e a b l e t o s t o r e c o m p o u n d s i n t h e ir l i p i ds . A m p h i po d
b io a s sa y s h a v e be e n c o n du c t e d e x t e n s i v e l y . H o w ev e r , w h i l e t he ir r e s u l t s a r e
c o mp a r ab l e t o o t h e r t e s ts , t h e y a r e n o t a s s e n s it i v e a s f i sh L C 50 d a t a w h e n c o m p a r in g
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a q u a t ic i n v e r t e b r a t e b i o as s a y s (Sp r o g u e , 197 0 ; D e Z w ar t a n d S lo o f ; 19 83 I n d o r a t o e t
a l , C u r t i s e t a l , 19 8 2 )
M a n y r e s ea r c h e r s ha v e fo u n d m i x t u r e s o f c h e m ic a l s a n d t o x ic a n ts t o b e a dd it iv e ,
(C a n n a - M ic ha e l i do u , 19 9 3 ; Se l l e r a n d R a m ; Sw a r t z e t a l , 19 9 5 a n d D u t k a a n d K w a n ,
1 9 8 1) a s w e l l a s a n t a g o n i s t i c a n d s y n e r g i s t i c (D o n e l l y , 19 90 ; C a n n a - M ic h a e l id o u , 199 3 ;
Se l l e r a n d R a m ; a n d D u t k a a n d K w a n , 19 8 1) . F o r e x a mp le , D u t k a a n d K w a n t e s t e d
s e v e r a l c h e m ic a l s , H g
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n a p h t ha n o l , p he n o l , s o d i u m l a u r y l
s u l f a t e a n d 3 , 5 d i c h l o r o p hr n o l , i n m i x t u r e s u s in g s e v e r a l b io a s s a y s i n c lu d i n g M ic r o t o x
®
.
I t w a s f o u n d di a t m ix t u r e r e sp o n s e s c a n b e a f fe c t e d b y e x p o s u r e t im e a n d t he a m o u n t o f t he
c h e m ic a l c o m p o n e n t u s e . I n m o s t c a s e s , e v e n t h o u g h t h e r e w e r e d i f f e r e n c e s b e tw e e n t h e
t o x ic i t y p a t t e r n s w it h i n t e s t s , t h e l o w e r c o n c e n u
-
a t i o n s o f s o m e t o x i c a n t s i n c o m b in a t io n h a d
t o x ic i t y e f f e c t s gr e a t e r t h a n h i g he r in d iv id u a l t o x i c a n t c o n c e n t r a t i o n s . I t w as a l s o
d i s c o v e r e d t h a t a c h e m ic a l , i n o n e m ix t u r e m a y n o t ha v e t h e s a m e e f f e c t i n a n o t h e r .
C h e m ic a l s a r e a b l e to in h ib it t he t o x ic i t y o f a n o t h e r c h e m ic a l i n a m ix t u r e w h i l e c o m p e t i n g
fo r c a t io n i c s i t e s
,
e x p l a i n i n g w h y so m e m i x t u r e s d o e x h i b i t a n t a g o n i s t ic r e spo n s e s (D u t k a
a n d K w a n , 19 8 1) . Sy n e r g is t i c r e s p o n s e s a ls o o c c u r w h e n m ix t u r e s ar e t e s t e d , ho w e v e r
t he r e is n o k n o w n m e c h a n i sm t o e x p l a i n t h i s o c c u r a n c e .
Ch r o n i c t o x i c it y
Se v e r a l P A H s w e r e t e s t e d u s i n g t h e M ic r o t o x
®
C h r o n i c T o x i c it y t e s t (T a b l e 4 ) . A
p o s i t i v e c o n t r o l o f c o p pe r s u l f a t e , m e t h a n o l , n a p h t h a le n e , a c e n a p h t h a l e n e , c h r y s e n e , a n d
a n t hr a c e n e w e r e t e s t e d . A s c a n b e s e e n fr o m ta b le 4 , c h r y s e n e a n d a n t hr a c e n e h av e t h e
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h i g h e s t L O E C a m o n g t he P A H s t e s t e d , b o t h 10 0 p p b . T h i s m e a n s i t t a k e s a h i g he r
c o n c e n t r a t i o n o f t he se sp e c if i c P A H s t o h a v e a to x ic r e s p o n s e . T h e c o n c e n t r a t io n o f
c h r y s e n e t e s t e d p r o v e d t o b e n o n t o x i c in t h e a c u t e t e s t ; t h is c o r r e sp o n d s w e l l w it h t h e
c h r o n ic da ta o f h a v i n g to u s e a n i n c r e a s e d a m o u n t t o s h o w a t o x ic r e s p o n se . A n t h r a c e n e is
o n e o f t he m o r e t o x ic P A H s t e s t e d w i t h t h e a c u t e t o x ic i t y t e s t , h o w ev e r i t s ho w s lo w
c h r o n i c r e s u l t s . T h e t w o t o x i c i t y t e s t s i n t h is c a s e d o n o t c o r r e l a t e . M o r e o v e r , c hr y s e n e
a n d a n t hr a c e n e a r e t h e t w o le a s t s o l u b l e PA H s t e s t e d . T h e d a ta s ho w s t h a t t he r e is a n
i n v e r s e r e la t i o n s h ip b e t w ee n t he L O E C o f a P A H a n d i t s w a t e r s o l u b i l i ty . T h e l o w e r t he
w a t e r s o l u b i l i t y , t h e h ig h e r t he L O E C .
2 6
C O N C L U S I O N
P A H s h a v e b e e n i n e x i s t e n c e s in c e t h e b e g i n n i n g o f t i m e (C h a u n dr y , 19 9 5 ) . E v e n
t ho u g h th e y c a n be p r o d u c e d n a t u r a l l y i n t h e e n v i r o n m e n t , m a n ha s a p i v o ta l r o l e i n
i n c r ea s i n g t he i r a b u n d a n c e b y t he de v e l o p m e n t , c o n s u mp t io n , a n d c o m bu s t i o n p r o c e s s e s
a s s o c i a t e d w it h t h e p r o d u c t io n o f c o n s u m e r g o o d s . T h u s , P A H s a r e a m a j o r c o n c e r n a n d
a r e t he t o p i c o f m a n y la b o r a t o r y s t u d i e s . M i c r o t o x
®
ha s b e e n s u i d i e d e x t e n s i v e l y o v e r t h e
y e a r s , a n d h as b e e n u s e d a s a s c r e e n i n g a n d m o n it o r i n g t o o l . I t h a s pr o v e n t o b e r e l i a b l e ,
f a s t a n d a l s o i n e x p e n s iv e . T h e r e f o r e , t o s t u d y th e r e l a t io n sh ip o f P A H s a n d PA H m ix t u r e s
i n a f a s t a n d e f f i c ie n t m a n n e r , t he M ic r o t o x
*
a c u t e a n d c hr o n i c t o x ic it y t e s t s w e r e u s e d .
I n c o n c l u s io n , it w a s f o u n d t hr o u g h t h i s r e s e a r c h p r o j e c t t h a t :
• G e n e r a l l y , w it h t h e e x c e p t io n o f n a p h t h l e n e , in d i v i d u a l P A H t o x ic i t y is t he in v e r s e o f
t h e w a t e r s o l u b i l it y . T he gr e a t e r t h e w a t e r s o l u b i l i t y , t he l e s s t o x i c t h e PA H .
• T h e r e s e a r c h a l s o s h o w s t h e r e l a t i o n s h i p s b e t w e e n P A H m i x t u r e s . M i x t u r e s c a n b e
e it h e r sy n e r g is t ic , w h e r e t h e i n d i v i d u a l PA H t o x ic i t y is l e s s t h a n t h a t o f t h e c o mb i n e d
P A H s
,
a n t a g o n i s t i c , w h e r e t h e i n d iv id u a l P A H t o x i c it y i s m o r e t ha n t h e c o mb i n e d
PA H s , o r a d d i t iv e , w h e r e t h e s u m o f t he i n d iv i d u a l P A H a n d t h e m i x t u r e h a v e t h e s a m e
t o x i c i t y .
• C h r o n i c t o x ic i t y t e s t s w i t h t h e M ic r o t o x s y s t e m s h o w e d th e c o n c e n t r a t i o n ( p p b ) o f th e
P A H n e e d e d t o b e i n h i b it g r o w t h . U n l i k e t h e a c u t e t e s t , t h i s t e s t d o e s n o t g iv e a
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t o x ic it y v a lu e . O n e m a y b e a b l e t o a s s u m e fr o m t h e da t a p r e s e n t e d t h a t t h o s e P A H s
w i t h l o w e r w a t e r s o l u b i l it y r e qu ir e g r e a t e r c o n c e n t r a t io n th a n o t h e r PA H s t o s h o w a
c h r o n i c to x ic r e s po n s e . I f t he c h r o n ic t o x ic i ty i s k n o w n fo r a sp e c i f i c m i x t u r e ,
r e m e d ia t i o n t e c h n i q u e s c a n be e v a lu a t e d a c c o r d in g t o k n o w n w a t e r s o lu b i l i t i e s .
W h e n o b s e r v in g t h e r e s u lt s o f t h e S P A H M o d e l t o M ic r o t o x
*
m e as u r e d v a l u e s o n e c a n
s e e t h a t ( 1) g e n e r a l l y , t he a dd i t i v e c o n c e p t fo r P A H m ix t u r e s is u p h e l d . (2 ) M ic r o t o x
®
t o x ic i ty da t a o f m i x t u r e s is s u p pp r te d b y o t h e r l i t e r a t u r e . ( 3) Wh e n a m ix t u r e w a s n o t
a d d i t iv e , it w a s in m o s t c a s e s l e s s t o x i c t ha n p r ed i c i t e d b y i n d iv i d u a l c o m po u n d d a ta .
T h is w o u ld p r o v i de a m a r g in o f s a fe t y fr o m a r e g u l a t o r y p e r sp e c t iv e .
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